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摘要 :【 目的】 采用 HOGI 抑制 剂 对 球 头 三 型 孢 菌 产 多 元 醇 进 行 调控 。【 方 法 】 向 培养 基 中 

加 入 SB239063、SB202190 和 SB203580 三 种 抑制 剂 进行 发 酵 实验 ， 比 较 三 种 抑制 剂 对 发 酵 
的 影响 。 【结果 】 实 验 结果 表明 SB239063 可 以 降低 球 头 三 型 孢 菌 细 胞 内 胞 浆 3- 磷 酸 甘 油 脱 

Aky (ctGPD) 的 酶 活 ， 提 高 赤 萝 糖 还 原 酶 (ER) 的 酶 活 。 此 外 对 HOGI 和 Phospho-HOGI 

的 Western blot 结果 分 析 显 示 ，SB239063 还 会 抑制 球 头 三 型 了 钨 菌 细 胞 内 HOGI 的 脱 磷酸 化 。 

最 终 添加 10hmolL SB239063 使 发 酝 120h 后 的 多 元 酵 产物 中 甘油 产量 下 降 20.57%， 杰 苹 糖 

醇 产量 提高 31.16%， 底 物 转 化 率 提高 24.73%。【 结论】SB239063 可 以 降低 球 头 三 型 驰 菌 产 

甘油 的 能 力 ， 提 高 示 坪 糖 醇 的 产量 。 
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Abstract: [Objective] To regulate the production of polyolsby Trichosporonoides oedocephalis 
employing HOGI inhibitors. [Methods] SB239063, SB202190 and SB203580 were added into 
the medium to conduct fermentation experiments, and we compared the influence of three 
inhibitors on the fermentation. [Results]The experimental results showed SB239063 would 
decrease the ctGPD enzyme activity of Trichosporonoides oedocephalis, and enhance Erythritol 
reductase (ER ) enzyme activity at the same time. Furthermore, the western blot analysis of HOGI 
and Phospho-HOG1 demonstrated that SB239063 also inhibited the dephosphorylation of HOGI. 
After120 h fermentation, the addition of 10umol/L SB239063 decreased glycerol production by 
20.57% and increased erythritol production by 31.16%. In other words, the conversion rate of 
glucose was increased by 24.73%. [Conclusion] SB239063 weakened the ability to produce 


glycerol of Trichosporonoides oedocephalis and therefore promoted erythritol yield. 
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Dee WME C1, 2, 3, 4-T URE) 是 一 种 天 然 的 四 碳 糖 醇 ， 它 通常 存在 于 自然 界 的 一 些 
蘑菇 和 水 果 中 喇 ' 它 具 有 常见 糖 醇 〈 如 山梨 糖 醇 ) 的 许多 典型 功能 特性 ， 且 在 酸 、 碱 和 热 的 
环境 中 有 高 稳定 性 ， 甜 度 和 芒 糖 相近 ， 因 此 特别 适宜 做 食品 甜 味 剂 户 。 特 别 地 ， 由 于 赤 侮 糖 
醇 的 摄 入 不 会 影响 人 的 血糖 水 平 ， 因 此 它 也 适用 于 糖尿 病人 B5。 目 前 ， 赤 侮 糖 醇 已 经 成 为 
国际 认可 的 食品 添加 剂 ， 它 在 食品 、 医 药 以 及 化 工行 业 的 应 用 越 来 越 广泛 。 

到 内 外 有 关 赤 薛 糖 醇 的 研究 已 经 深入 到 酶 学 和 分 子 的 水 平 7。 特 别 地 ， 文 献 指出 在 啤 
酒 酵母 (Saccharomyces cerevisiae〉 发 酵 过 程 中 ， 压 诱导 甘油 等 多 元 醇 的 生产 受 高 渗透 
压 甘 油 途径 Chigh osmolarityglycerol pathway, HOG) 调节 ， 其 中 HOG 信号 途径 的 级 联系 统 
由 三 种 蛋白 激酶 组 成 ,核心 分 子 是 MAPK HOGIIS?, Kik, HOGI 信号 途径 在 调控 多 元 糖 醇 
生产 的 问题 实际 上 也 已 开始 受到 国外 研究 者 的 关注 ， 如 2005 年 Kayingo 等 初步 开展 了 白色 
念 球菌 (Candida albicans)MAP 激酶 HOG1 信号 途径 分 别 对 多 元 醇 甘 油 和 D- 阿 拉 伯 糖 醇 的 积 
累 的 调控 研究 ， 发 现 对 于 D- 阿 拉 伯 糖 醇 的 生产 ， 在 氧 胁迫 《如 添加 H02) 下 部 分 地 依赖 于 
一 HOGI 信号 途径 ， 而 在 提高 温度 的 热 冲击 下 ，D- 阿 拉 伯 糖 醇 的 生产 不 依赖 于 HOGI 信号 途 
径 的 调节 ， 通 过 改变 培养 环境 的 压力 可 以 多 途径 地 调控 白色 念珠 菌 累积 甘油 和 D- 阿 拉 伯 糖 
一 醇 的 量 00。 显然 , HOG1 信和 号 途径 与 微生物 多 元 醇 的 生产 调控 和 相关 代谢 途径 中 关键 酶 的 调 
节 都 是 有 联系 的 。2011 年 ，Peter 等 首先 自行 设计 HOGI 抑制 剂 来 研究 酵母 的 MAP 激酶 信 
5 FRN, (Hie, HAX HOGA 抑制 剂 添加 对 耐 高 渗透 压 酵母 产 多 元 醇 及 代谢 途径 关键 
酶 的 影响 尚未 见 有 报道 

BRIL = Af (Trichosporonoides oedocephalis) 是 一 种 能 生产 赤 巷 糖 醇 的 耐 高 渗 酵母 ， 
本 课题 组 研究 表明 该 菌 以 葡萄 糖 为 底 物 生产 赤 苏 糖 醇 时 常 伴随 着 甘油 的 产生 ,导致 了 赤 葵 糖 
醇 生产 能 力 降 低 和 分 离 难度 增加 呈 芍 。 因 此 ， 本 文系 统 研究 SB239063. SB202190 和 
SB203580 等 HOGI 抑制 剂 对 球 头 三 型 孢 菌 发 酵 产 多 元 醇 及 相关 代谢 的 影响 。 通 过 综合 分 析 
抑制 剂 添加 造成 的 甘油 和 示众 糖 醇 合 成 量变 化 、 菌 体 生 物 量变 化 、ctGPD 酶 活 、ER 酶 活 和 
细胞 活力 等 参数 ， 并 结合 对 HOGI 和 Phospho-HOG1 表达 水 平 的 Western blot 4) 9:55, [AA 
HOGI 抑制 剂 调控 多 元 醇 生产 的 影响 机 制 。 


1 材料 与 方法 


1.1 菌株 


itty oy BF BER SL = AY fl | Toedocephalis ATCC16958 购 自 美国 标准 菌 种 收藏 所 (ATCC)。 
1.2 主要 试剂 


抑制 剂 SB239063、SB202190 和 SB203580 购买 自 上 海 蜡 元 生物 医药 科技 有 限 公 司 ， 一 
抗 Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182)、 二 抗 HRP-linked Anti-rabbit IgG 购买 自 Cell Signaling 


n 


a 


Technology (CST), —#t HOGI Antibody (y-215). Zi goat anti-rabbit IgG-HRP 购买 自 Santa 
Cruz Biotechnology. RM (DHAP) 购买 自 Sigma. JRH, NADH. NADPH 购 
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ail HET, 
Cninaar VI 
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SEA Aladdin。 和 葡萄 糖 、 氧 化 钊 、 和 氧化 钠 、 硫 酸 镁 、 磷 酸 二 氧 钾 等 试剂 购买 自 国药 集团 化 学 
试剂 有 限 公 司 。 
1.3 培养 基 
1.3.1 种 子 培养 基 

酵母 浸 粉 10 g/L, AHK 20 g/L, AHH 20 g/L 
1.3.2 发 酵 培 养 基 

酵母 浸 粉 10 gL， 葡 萄 糖 200 g/L, ARAH 0.5 g/L, MRE 0.5 gL， 握 化 钾 40 g/L 
1.4 培养 方法 
1.4.1 种 子 培养 

从 4C 保 存 的 斜面 培养 基 上 乔 取 一 环 菌 接种 到 50 mL 种 子 培养 基 中 , 在 30°C. 200 r/min 
的 摇 床 条 件 下 培养 48 ho 
1.4.2 发 酵 培养 

将 种 子 液 以 10% 的 接种 量 接种 于 发 酵 培养 基 中 , 其 中 摇 瓶 的 装 液 量 为 50mL 发 酵 培 养 基 
"ET 250mL 锥 形 瓶 中 ， 置 于 30C, PEE 200 r/min 的 摇 床 中 发 酵 120 h. 
1.5 分 析 方 法 
1.5.1 多 元 醇 含 量 测定 

多 元 醇 含 量 的 测定 采用 高 效 液 相 色谱 法 (HPLC)。 取 10 mL 发 酵 样 品 ，14000 r/min Ej 
心 20 min, 然后 将 上 清 液 稀释 适当 倍数 后 通过 0.22 um 膜 过 滤 后 进 样 ， 分 析 过 程 使 用 安捷伦 
1260 高 效 液 相 色谱 仪 ， 采 用 NH2 P-50 4E (250 mm X4.6 mm, Shodex, Japan) 色谱 柱 ， 检 
测 器 为 蒸发 光 散 射 检测 器 (ELSD )。 样 品 分 析 条 件 为 : 柱 温 30°C, 流动 相 : Zl: 水 (70:30), 
流速 : 0.7 mL / min。ELSD 的 漂移 管 温度 设 为 35'C， 毛 气流 量 为 1.6L/min， 增 益 值 为 1。 
1.5.2 生物 量 测定 

通过 测定 细胞 的 干 重 来 确定 生物 量 浓 度 。 即 将 发 酵 液 在 14000 r/min 下 离心 20 min, X 
上 清 ， 将 沉淀 用 去 离子 水 清洗 两 遍 后 ， 再 次 离心 。 将 细胞 沉淀 物 在 80C 烘 箱 中 烘 干 至 恒 重 。 
1.5.3 葡萄 糖 测 定 

取 发 酵 上 清 液 经 适当 稀释 ， 用 装 有 和 葡萄糖 氧 化 酶 膜 的 生物 传 感 分 析 仪 (SBA-40C ) 直接 
测定 分 析 葡 萄 糖 含量 。 
1.5.4 抑 菌 圈 试 验 和 细胞 活性 测定 

抑 菌 圈 实 验 的 操作 步骤 如 下 : 首先 , 培养 基 中 加 入 400 g/L 葡萄 糖 以 营造 高 渗透 压 环境 。 
在 超 净 工作 台 上 倒 完 平板 后 ， 静 置 2 h, 使 培养 基 充 分 凝固 。 然 后 将 菌 液 用 0.9% 的 生理 盐水 
稀释 适当 比例 后 ， 取 1 mL 菌 液 涂 布 平 板 。 取 相同 大 小 的 圆 形 滤纸 片 ， 将 它们 置 于 平板 的 相 
应 位 置 ， 然 后 将 浓度 为 10 mM 的 抑制 剂 溶液 、 无 菌 水 、DMSO 均匀 滴 加 到 圆 形 滤纸 片上 ， 
并 浸润 滤纸 片 。 将 平板 在 超 净 工作 台 上 再 次 静 置 1 h， 使 滤纸 片 与 培养 基 表 面 贴 合 后 ， 将 其 
转移 至 30C 的 恒温 培养 箱 中 培养 ， 定 期 观察 平板 的 生长 情况 。 

采用 MTT CRE) 法 检测 细胞 活性 的 方法 大 多 应 用 于 免疫 细胞 等 分 析 05.19， 但 也 有 

3 


"A AE BBIII 
iv 合 作 期 十 


报道 显示 MTT 方法 可 用 于 酵母 等 真菌 的 活力 测定 07" 149。 本 研究 采用 MTT 法 测定 球 头 三 型 


孢 菌 细胞 活性 的 实验 参照 前 述 参 考 文 献 并 作 适 当 改 动 后 进行 , 即 向 


EP 管 中 加 入 200uL 细胞 


EMM 30 uL 浓度 为 5 mg/mL 的 MTT, 在 37 “CC 恒温 箱 中 孵育 3 h。 然后 将 EP 管 离心 (14000 


r/min, 20 min) 去 上 清 , 细胞 用 1 X PBS(pH 7.0) 清 洗 一 遍 后 , 向 EP 管 中 加 入 100 uL Formazan 
溶解 液 ， 置 于 37 CHA 6h. AZAR, MEA EP 管 ， 离 心 (14000 r/min, 20 min), 


将 EP 管 中 的 上 清 转移 至 96 和 孔 板 ， 同 时 以 只 含 无 菌 培 养 基 和 MTT 


溶液 的 EP 管 中 得 到 的 上 


清 作 为 对 照 ， 用 酶 标 仪 测定 570 nm 处 的 吸光 值 。 由 于 ODsno 值 的 大 小 与 菌 体 生 物 量 有 关 ， 


因此 细胞 活力 的 计算 公式 设 为 : 细胞 活力 = ODs70/ X. CX 为 菌 体 生 物 量 )。 


1.5.5 Western Blot 分 析 HOG1 和 Phospho-H0G1 表达 水 平 
将 SB239063、SB202190 和 SB203580 添加 到 发 酵 培养 基 中 ， 


同时 以 无 菌 水 作为 对 照 。 


发 酵 增 养 相应 时 间 后 ， 进 行 细 胞 裂解 提取 总 和 蛋白， 裂解 得 到 的 蛋白 


根据 BCA 试剂 盒 的 说 明 


书 进 行 蛋 白 浓 度 定量 , 根据 每 个 上 样 孔 内 的 蛋白 总 量 一 致 的 原则 计算 每 个 孔 的 蛋白 上 样 体 积 。 


蛋白 变性 : 加 入 5X 的 SDS-PAGE 和 蛋白 上 样 缓冲 液 ， 将 蛋白 样品 和 上 样 缓冲 液 充 分 混合 后 ， 


在 沸水 浴 中 加 热 3-5 min 以 充分 变性 和 蛋白。 按照 SDS-PAGE 凝 胶 配 制 试剂 盒 的 说 明 书 配制 
10% 深 度 的 浓缩 胶 和 分 离 胶 。 电 泳 结 束 后 将 胶 小 心 取出 ， 转 移 到 转 膜 装置 中 ，400 mA 转 膜 


2h。 膜 的 封闭 与 抗体 孵育 : 转 膜 结束 后 , 取出 PVDF 膜 , 将 其 放 入 


孵育 过 夜 。 用 TBST 将 膜 在 摇 床 上 缓慢 洗涤 3 次 ， 每 次 15 min. 


5% 的 BSA 溶液 (用 TBST 


配制 ) 中 室温 封闭 1h. H TBST 洗 去 封闭 液 后 , 加 入 稀释 好 的 一 抗 Phospho-p38 MAPK, 4 °C 


然后 加 入 稀释 好 的 二 抗 


HRP-linked Anti-rabbit IgG, Æ 37 ‘CUPRA 3h, JA TBST 充分 洗涤 三 次 ， 每 次 15 min. [Al 
膜 上 滴 加 ECL 试剂 ， 覆 盖 目 标 和 蛋白 区 域 ， 置 于 化 学 发 光 成 像 仪 中 曝光 显影 。 显 影 结 束 后 ， 
将 PVDF 膜 置 于 蒸馏水 中 漂洗 5 min, FAK, UA western 一 抗 二 抗 去 除 液 ， 在 摇 


床上 漂洗 5 min. F western 一 抗 二 抗 去 除 液 ， 加 入 莹 馏 水 漂洗 一 次 。 然 后 再 加 入 足 量 蒸 饮 
水 ， 在 播 床 上 漂洗 S min。 之 后 重新 进行 膜 的 封闭 ， 钥 育 一 抗 HOGI Antibody、 二 抗 goat 


anti-rabbit IgG-HRP， 显 影 曝光 。 
1.5.6 胞 浆 3- 磷 酸 甘 油 脱 氢 酶 〈ctGPD BRE XE 


测定 方法 参照 文献 进行 9]。30C 条 件 下 1min 消耗 1umolNADH 所 需 的 酶 量 定 义 为 


1 个 酶 活 单位 (U)。 比 酶 活用 每 毫克 细胞 蛋白 的 酶 活性 表示 。 
1.5.7 赤 父 糖 还 原 酶 CER) 酶 活 测定 
测定 方法 参照 文献 进行 ZJ]， 并 作 适 当 调 整 。 反 应 缓冲 体系 为 : 


50 mmol/L 磷酸 盐 缓冲 


Yi (pH 6.5), 12 mmol/L RtH, 0.2 mmol/L NADPH。 酶 反应 温度 为 37C。 37C 条 件 下 
下 1 min 催化 1umolNADPH 氧化 所 需 的 酶 量 定 义 为 一 个 酶 话 单位 。 比 酶 活用 每 毫克 细胞 
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2 结果 与 讨论 


2.1HOG1 抑制 剂 添加 对 球 头 三 型 孢 菌 发 酵 产 多 元 醇 的 影响 


和 5.45% (A 
效果 最 显著 。 
浓度 均 低 于 对 照 组 ,人 
SB203580 最 终 可 得 到 26.89 g/L 的 菌 

1 (C) 中 残 糖 数据 显 
而 添加 SB239063 的 培养 基 
葡萄 糖 有 一 定 的 促进 作 月 
度 分 别 为 17.5 g/L 和 16.3 g/L, eH Py 


:于 预 实验 数据 分 析 , 本 研究 采 
SB202190 和 SB203580, E 120 h Ja, 


向 发 酵 培 养 基 中 力 


H, 


DA Z&TK B£ 73 10 u mol/L 的 SB239063、 
测定 相关 发 酵 参 数 ， 结 果 如 图 1 Wr. 


JENI 


^] 32.45g/L 分 别提 高 了 31.16%, 6.19% 
» SB239063 tit fay ap ee HSE BE HI 
I| HOG 1 抑制 剂 的 培养 基 中 最 终 的 菌 体 


添加 SB239063、SB202190 和 SB203580 的 发 酵 产 物 中 甘油 含量 分 别 为 19.34g/L、22.78g/L 
和 21.09g/JL， 比 对 照 组 (24.35 g/L) 分 别 降低 了 20.57%、6.45% 和 13.39%， 赤 巷 糖 醇 的 产量 
分 别 为 42.56 g/L. 34.46 g/L $034.22 g/L, EXTEL H 
此 ， 在 这 三 种 HOGI Hi 
图 1(B) 中 的 菌 体 生物 量 数据 显示 ， 添 力 
总 体 来 看 ，HOG1 抑制 剂 对 菌 体 生 长 的 
体 浓 度 ， 仅 仅 比 对 照 组 (28.36 g/L) 降低 了 5.1896. 
示 ， 发 酵 120h 后 ， 对 照 组 培养 基 中 的 葡萄 糖 浓 度 为 10.7 g/L, 
!， 和 葡萄 糖 浓度 仅 为 3.6 gL， 这 说 明 SB239063 对 菌 体 细胞 利用 
反之 ， 添 加 SB203580 和 SB202190 的 培养 基 中 最 终 的 葡萄 糖 浓 
1 剂 阻碍 了 发 酵 后 期 葡萄 糖 的 进一步 消耗 。 此 


中 制作 用 并 不 强烈 ,因为 添加 


外 对 发 酵 末 期 〈120 h) 细胞 活力 的 测定 结果 如 图 D) 所 示 《〈 把 对 照 组 的 细胞 活力 规定 为 


100%), 很 明显 ， 三 种 HOGI Hii 


其 细胞 活力 仍 高 达 对 照 组 的 87%。 


， 三 种 HOG1 #4 
能 有 两 个 : 


HARAKA 


117535) 48 


E fe ER 


产 多 元 醇 发 酵 过 程 的 影响 产生 差异 的 原因 可 
于 SB239063、SB202190 和 SB203580 均 为 p38 a MAPK 的 抑制 剂 ， 其 


对 p38a 的 IC50 分 别 为 44 nM. 50 nM 和 0.3-0.5 nM。 很 显然 


最 高 效 的 。 而 HOG] 5j p38 a 有 着 极 高 的 相似 性 ， 
二 ，SB202190 和 SB203580 24 J5 nt me DKM 
不 同 可 


N 


HRW S EH 


E, fe RRR TUE 


E S ERE KI 


胞 活力 有 所 降低 ， 且 对 细胞 活力 的 抑制 作用 从 强 
BSS KURA SB239063. SB203580 和 SB202190， 但 经 SB239063 处 理 过 的 球 头 三 型 孢 菌 ， 


，SB239063 是 三 种 抑制 剂 
EE 上 有 着 51% 的 同一 性 01。 第 


结构 ， 而 SB239063 为 喀 喧 咪唑 结构 。 化 学 结构 的 


HZ tx, F 
综合 以 上 分 析 ， 我 们 发 现 三 种 HOG1 抑制 剂 对 T. oedocephalis 的 生长 、 底 物 利 用 和 细胞 


因此 影响 最 终 的 抑制 效果 。 


定 影 响 ， 最 终 都 不 同 程度 地 降低 了 甘油 产量 ， 提 高 了 赤 爸 糖 醇 的 产量 。 为 了 进 


活力 均 有 

步 前 明 抑 影响 及 机 到 
采用 Western blot 方法 等 对 三 种 抑 
了 分 析 。 


HFA H 


WA 


究 了 添加 抑制 剂 的 发 酵 过 程 曲线 ， 并 
后 T. oedocephalis 细胞 内 HOGI 的 相关 表达 进行 


glycerol [§iierythritol 
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1 HOGI 抑制 剂 对 球 头 三 型 孢 菌 发 酵 的 影响 
(A) 甘 油 和 赤 履 糖 醇 产量 (B) 菌 体 干 重 (C) 残 糖 浓 度 (D) 细 胞 活力 
Fig. 1 The effect of HOGI inhibitors on the fermentation of T. oedocephalis 


(A) production of glycerol and erythritol (B) cell dry weight(C) residual glucose (D) cell viability 
(B) 
2. 2 添加 HOG1 抑制 剂 产 多 元 醇 发 酵 过 程 分 析 
在 发 酵 0h 向 发 酵 培养 基 中 加 入 SB203580. SB202190 和 SB239063 , 终 浓度 均 为 10 uM, 
同时 以 无 菌 水 作为 对 照 对 照 。 分 别 在 发 酵 24h、48h、72 h、96h 和 120h 取样 检测 多 元 醇 


Ya 


产量 、 细 胞 干 重 、 残 糖 浓度 。 结 果 如 图 2 所 示 。 
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Erythritol (g/L) 
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6 40 F 
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2 添加 HOG1 抑制 剂 的 发 酵 时 间 曲 线 
(A) 甘油 产量 (B) mee vee ee (C) 细胞 干 重 (D) 残 糖 


Fig. 2 The fermentation curve with HOGI inhibitors against time 


mj 


(A) production of glycerol (B) production of erythritol (C) cell dry weight (D) residual 


glucose 


图 2(A) 中 的 甘油 产量 数据 显示 ， 添 加 SB203580. SB202190 和 SB239063 的 培养 基 ， 在 
发 酵 120h 后 ， 最 终 的 甘油 浓度 都 低 于 对 照 组 (24.35 g/L)， 且 分 别 降低 了 13.39%、6.45% 和 
20.57%. Al 2(B) 中 的 赤 欧 糖 醇 产 量 数据 显示 ， 三 种 抑制 剂 都 有 利于 赤 艾 糖 醇 的 合成 ， 且 
SB239063 的 提高 作用 最 为 明显 ,最 终 的 赤 巷 糖 醇 产量 较 对 照 组 的 32.45 g/L 提高 了 31.16%。 
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另外 ,关于 HOGI 抑制 剂 对 细胞 生长 的 影响 ， 昌 然 2.1 中 通过 细胞 活力 测定 实验 ， 结 果 表 明 
三 种 HOG1 抑制 剂 均 会 降低 细胞 活力 ， 但 图 2(C) 中 的 细胞 干 重 数据 仍 表 明 抑 制剂 的 添加 对 
球 头 三 型 钨 菌 细胞 的 生长 无 明显 阻碍 作用 。 这 是 因为 在 细胞 的 快速 生长 期 (0-48 h)， 细 胞 
活力 仍 维持 在 很 高 的 水 平 (90% 以 上 ), 而 且 菌 体 细胞 的 生长 主要 与 细胞 周期 内 DNA 和 蛋白 
质 的 合成 、 有 丝 分裂 以 及 细胞 凋 亡 有 关 。 因 此 ，MTT 实验 呈现 出 的 细胞 活力 数据 并 不 能 完 
全 代表 细胞 的 生长 情况 。 

图 2(D) 中 的 发 酵 液 中 残余 葡萄 糖 数据 表明 ，SB239063 的 添加 使 得 细胞 在 发 酵 后 期 (72 
h-120 h) 的 耗 糖 速率 加 快 ， 提 高 了 葡萄 糖 的 利用 率 。 


2.3 添加 HOG 抑制 剂 抑 菌 圈 实 验 和 酵母 细胞 活性 测定 
为 了 探究 添加 三 种 抑制 剂 提高 赤 爸 糖 醇 产 量 的 作用 机 理 ， 首 先 我 们 用 10 mM 的 三 种 抑 


制剂 和 SO mM 的 SB203580， 按 照 实 验 部 分 描述 的 方法 实施 进行 了 抑 菌 圈 实 验 ， 结 果 如 图 3 
所 示 。 


DMSO 


(A) (B) 
图 3 添加 HOGI 抑制 剂 形成 的 抑 菌 圈 
(A) 抑制 剂 的 浓度 为 10 mM (B) SB203580 的 浓度 为 50 mM 


Fig. 3The formation of non-proliferating cells halos around the filter discs because of 


the addition of HOGI inhibitors (A) 10 mMinhibitors (B) 50 mM SB203580 


图 3(A) SEAN, 在 滴 加 SB203580、SB202190 和 SB239063 三 种 抑制 剂 的 圆 形 滤纸 片 周 围 ， 
菌 体 出 现 了 生长 被 抑制 的 现象 ， 产 生 了 抑 菌 圈 ， 而 滴 加 无 菌 水 和 DMSO 的 对 照 组 周围 并 未 
出 现 明显 抑 菌 现象 。 此 外 ， 图 3(B) 中 的 抑 菌 圈 较 (A) 更 为 明显 。 抑 菌 圈 的 出 现 ， 说 明 这 三 种 
抑制 剂 可 以 进入 球 头 三 型 孢 菌 细胞 内 ， 且 抑制 剂 浓度 越 高 ， 对 菌 体 生长 的 抑制 作用 越 强 。 另 
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外 ， 为 了 监测 整个 发 酵 周 期 内 添加 抑制 剂 对 菌 体 代谢 的 影响 ， 我 们 采用 MTT 法 检测 了 细胞 
在 发 酵 进程 不 同时 间 点 的 细胞 活性 ， 因 为 此 MTT 方法 所 得 结果 与 细胞 干 重 有 关 ， 故 细胞 活 
性 用 ODs7o/ 细 胞 干 重 (g8) 来 表示 ， 结 果 如 表 1 所 示 ( 将 对 照 组 的 活性 设 为 100%). 


表 1 MTT 法 测定 球 头 三 型 孢 菌 细胞 活性 (%) 
Table.1 Determination of cell viability of T.oedocephalis with MTT assay 


Time (h) control SB202190 SB203580 SB239063 
24 100 99+2 96 +3 90 +1 
48 100 9241 94 +2 96 +3 
72 100 96-2 8741 80+1 
96 100 951 8641 81+1 
120 100 9441 92+2 87 +2 


表 1 数据 显示 , RI RR FE S RT SR S — 70 Fe a Z8 LES] EA E P D PEF, 总体 而 言 ， 
三 种 抑制 剂 对 菌 体 细胞 的 抑制 作用 由 强 到 弱 依 次 为 : SB239063. SB203580 和 SB202190. 
尽管 SB239063 对 细胞 活性 有 一 定 抑 制 ， 但 细胞 活性 也 一 直 处 于 80% 以 上 的 水 平 ， 且 菌 体 生 
长 的 旺盛 期 (0 h-48 hh) 内， 细胞 活性 几乎 未 受到 影响 。 


2.4Western Blot 检测 HOG1 和 Phospho-HOG1 表达 水 平 

对 发 酵 培养 24n 的 T. oedocephalis 细胞 进行 HOGI 和 Phospho-HOG1 表达 水 平 的 测定 。 
显影 结果 如 图 4 所 示 。 

在 高 渗 条 件 下 细胞 中 的 HOG] 会 被 其 上 游 因子 Pbs2 迅速 磷酸 化 PC0, 而 HOGI 的 脱 磷酸 
化 需要 依靠 其 自身 的 激酶 活性 己 2。 图 2 中 Western blot 分 析 结 果 表 明 : 经 过 SB239063 处 
HHI T. oedocephalis 细胞 中 Phospho-HOG1 的 表达 量 明 显 高 于 对 照 组 ， 这 说 明 SB239063 H 
制 了 HOGI 的 脱 磷 酸化 ， 即 SB239063 降低 了 球 头 三 型 孢 菌 细胞 内 HOGI 的 激酶 活性 ， 从 
而 影响 了 该 菌株 甘油 和 示众 糖 醇 的 生产 。 而 SB202190 和 SB203580 对 HOGI 活性 的 抑制 作 
用 并 不 明显 。 


SB202190 SB203580 $B239063 control 
Phospho HOG] TT YY 
Hog] i — 9 d 


图 4HOG1 #0 Phospho-HOG1 的 Western blot 3r 


Figure4 The Western blot analysis of HOG1 and Phospho-HOG1 


作 期 刊 


2. 5H0G1 抑制 剂 对 ctGPD 和 ER 酶 活 的 影响 


ERA = FAY fil pi] 


丙酮 DHAP) 在 胞 浆 NAD+- 依 赖 的 3-028 82 H yh bt CE (CEGP D) f 4 48045 JE Jo, 3- 磷 酸 甘 油 
(G3P)， 这 一 过 程 以 NADH 为 氧 供 体 。 接 着 ，G3P 在 3-RAER HY 
酸 基 团 ， 最 终生 成 甘油 29。 在 
成 是 从 磷酸 成 糖 途径 的 中 间 代 谢 物 A- RING EE 
还 原 过 程 得 到 赤 侮 糖 醇 。 也 就 是 说 , 赤 伦 糖 还 原 酶 即 为 催化 最 后 一 步 还 原 反 应 的 关键 
Fr MAL DS EB HE A I PA SE, 为 明确 
35 CH Hh A ZR ee ES Pn ic n EAE FALE, 2 A BT A8 45 76 73 8 
|j] SB202190 的 酵母 细胞 中 ctGPD 酶 活 总 


鉴于 ctGPD 和 ER 分 别 是 甘 ? 


ER 的 酶 活 分 析 结 果 如 


发 酵 葡 萄 糖 产生 甘油 的 代谢 途径 为 : 首先 糖 酵 解 的 


甘油 合成 途径 


K 2 和 表 3 Brzs. SU 


，ctGPD 为 限 速 
糖 开始 的 , 4- 磷 酸 


RJ 


酶 [25] 


' 间 代谢 产物 磷酸 二 羟 


酯 酶 (GPP) 的 作 月 
BEE HE HU ZR BERE RET 
JR BRE D 25 DL PECORE SUR 


o 


H Pb E 


E 


酶 6. 27 。 


制剂 添加 
EJ. ctGPD 和 


体 略 微 低 于 对 照 组 , 但 相差 量 不 大 。 添加 抑制 剂 SB203580 的 细胞 中 ctGPD 比 酶 活 在 24 h-72 


h 时 间 段 内 低 于 对 照 台 
间 段 内 高 于 对 照 组 。 添 


加 抑制 剂 SB239063 HA 
三 种 抑制 剂 的 ctGPD 酶 活 趋 势 和 最 终 的 甘油 产量 是 相对 应 的 (最 终 的 甘 } 
A: 对 照 组 、SB202190、SB203580 和 SB239063)。 与 此 同时 ， 三 种 抑 天 


前 期 (24 h-48 匡 的 酵母 细胞 中 ER 的 酶 活 均 有 所 降低 ， 而 在 发 


SB239063 的 细胞 


空白 组 。 


ctGPD 和 ER 的 酶 活 数据 表明 SB239063 的 添加 对 球 头 三 型 孢 菌 


! ER 的 酶 活 较 对 照 
倍 ， 而 添加 SB203580 和 SB202190 HY 


Ne 


H, H. 48h 时 ctGPD 的 比 酶 活 只 有 对 照 组 的 0.45 
胞 中 ctGPD 酶 活 在 5 个 时 间 点 均 低 于 对 照 组 。 
产量 从 高 到 低 依次 
剂 的 添加 使 得 发 酝 
后 期 (72 h-120 h)， 添 加 
有 明显 提高 , 在 72 h 时 , 其 ER 酶 活 为 对 照 组 的 1.33 
胞 中 ER 酶 活 与 对 照 组 相差 较 小 , 且 在 120 h 时 低 于 


TE 96 h-120 h 时 


= 


ANS 


胞 内 代谢 网 络 中 的 天 


键 酶 造成 了 影响 ， 总 体 而 言 ， 是 降低 了 ctGPD 的 活力 ， 提 高 了 ER 的 活力 ， 这 也 进一步 解释 


了 添加 适量 的 抑制 剂 可 以 实现 汞 侠 


糖 醇 产 量 提高 的 原因 。 


K 2HOG1 抑制 剂 对 ctGPD 酶 活 的 影响 
Table2The effect of HOGI inhibitors on the specific activity of ctGPD 


. ctGPD 酶 活 
发 酵 时 间 Specificactivityofct GPD(mU/mgprotein 
Time(h) pecificactivityo ( gp ) 
control SB202190 SB203580 SB239063 
24 18.67 + 0.29 18.37 + 0.32 11.55 + 0.25 15.03 + 0.31 
48 17.58 + 0.26 17.33 £0.17 7.79 + 0.09 14.23 + 0.28 
72 6.99 + 0.18 6.64 + 0.36 5.85 € 0.12 6.12 € 0.13 
96 4.28 + 0.16 4.18 + 0.24 5.43 +0.11 4.05 + 0.08 
120 3.26 + 0.13 3.23 0.19 3.47 + 0.08 3.17 + 0.07 


发 酵 时 间 


Time(h) 


KR 3 HOGI 抑制 剂 对 ER 酶 活 的 影响 
Table3 The effect of HOGI inhibitors on the specific activity of ER 


control 


SB202190 


ER 酶 活 
SpecificactivityofER (mU/mgprotein) 


SB203580 


SB239063 


24 
48 
72 
96 
120 


3 讨论 


Hogl 信号 途径 
Kayingo 等 初步 开展 了 
醇 甘油 和 D- 阿 拉 人 
因 敲 除 的 工程 
与 野生 菌 产 多 元 醇 的 变化 
著 地 刺激 白色 念珠 


菌 产 多 元 醇 


327.59 + 
227.63 + 
126.52 + 
104.49 + 

87.34 + 


10.23 


8.76 
7.82 
5.43 
3.86 


在 调控 多 元 糖 
白色 念珠 


[14]. 


PR EY AE PRI 


海藻 糖 的 生产 是 不 依赖 于 HOGI 信号 


径 的 调节 P9。 


要 的 意义 。 


HOGI Xf Hy 


ie eR 


白糖 醇 的 积累 的 调控 研究 ， 其 而 
， 作 者 课题 组 也 采 
; 在 2013 年 ， 西 班 牙 学 者 
RM-100 海藻 糖 和 D- 阿 拉 伯 糖 醇 9 
途径 的 调节 ，D- 阿 拉 伯 糖 醇 部 分 依赖 于 


E ET TS GL 


T 


0 


240.33 + 7.39 
180.77 + 6.29 
127.79 + 6.34 
108.12 + 5.76 

78.93 + 321 


醇 生产 的 问题 
Candida albicans) MAP 激酶 HOGI 信号 


251.57+ 
167.83 + 
129.26 + 
110.41 + 

80.13 + 


10.31 


2.78 
2.81 
1.98 
1.76 


思路 主要 是 通过 


究 都 表明 了 五 


AE, ACHE 
化 学 抑制 剂 的 添加 策 
三 型 钨 菌 在 高 糖 条 伯 


加 到 发 酵 培 养 基 
SB239063 的 作 
oedocephalis 细胞 
的 添加 可 以 降低 T. oedocephalis 4 
键 酶 ER 的 活力 。 
产量 比 对 照 组 降低 20.5796, ais BEG P E 
SB203580 以 及 对 照 组 的 底 物 转化 率 分 别 为 23.00%、19.69%、 


究 以 调 
略 来 研究 耐 高 渗透 | 
EP a ae EE, fH 
合成 的 调控 ,选择 了 三 种 HOGI fll 
1， 发 酵 120h 后 ， 


FE 下 发 醇 9 


控 


Ñ HOGI 信 


油 生产 的 Hogl f& 


1 HOG! 2 


基于 


278.03 + 
196.58 + 
168.53 + 
136.32 + 

92.73 + 


对 比 野生 
F 敲 除 的 方法 探究 工程 


菌 和 HOGI 


11.21 
9.73 
5.27 
4.19 
2.17 


越 来 越 多 的 受到 研究 者 的 关注 ， 美 国学 者 


径 分 别 对 多 


BE B 里 I 


的 研究 结果 又 进 
EP- 


步 指 


出 氧 胁 迫 
|, {HE 


CC 
En 


HERE ER SL — 70 fel bal 


RA 


BES > 


] 3 8i dm 7 HH E 
HOG 的 脱 磷酸 化 ， 


经 过 


T re PERE AS 


与 对 照相 比 甘 油 产量 
。 Western blot 分 析 结 果 表 明 ， 
进而 阻碍 HOGI 1 
WA E 
120 h 的 发 


的 发 酵 调 


甘油 


副 产 物产 


降 


Ko JR 


号 途径 在 多 元 醇 生产 过 程 的 调 


控 作 用 具 


号 途径 为 研究 切入 点 ， 首 次 采用 了 小 分 子 
控 。 研 究 重 点 针对 球 头 
E 的 问题 ， 基 于 
ijf] SB239063、SB202190 和 SB203580 添 


SERERE 
SB239063 


E 常 作 


的 发 挥 。 


E, YSU 10umol/LSB239063 的 发 酵 产物 
比 对 照 组 提高 


量 提 高 ， 其 中 
可 以 抑制 T 
同时 ，SB239063 
合成 关键 酶 ctGPD 的 活力 , Hera ERE MK 


ny 


ii 31.16%, 添加 SB239063. SB202190, 
20.13%. 18.44%. BUYS 


SB239063. SB202190 和 SB203580 分 别 将 底 物 转化 率 提 高 了 24.73 %、6.78% 和 9.16%. 


本 文 的 研究 为 耐 高 渗透 压 酵母 多 元 醇 的 发 酵 4 
可 以 在 生物 反应 器 中 放大 进行 。 
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